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VECTEURS ADENOVIRAUX 0*ORIGIME ANIMALE ET UTILISATION EM THERAPIE GENIQUE. 

La prtente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux, leur pr^aration 
et leur utilisation en th^rapie gMque. Elle conceme egalemem ies compositions 
phannaceutiques contenant tesdhs vecteurs viraux. Phis particulierement, la presente 
3 invention conceme l*utilisation d*ad6novirus recond)inants d'origine animate comme 
vecteurs pour la therapie gdnique. 

La therapie genique consiste k corriger une ddficience ou une anonnalit^ 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction dVme information gtodtique 
dans la celhile ou Torgane affect^. Cette information g^Mque peut etre introduite coit 

10 in vitro dans une cellule extraite de rorgane,.la celhile modifite tont alors reintroduite 
dans Torganisme, soxt direct emem in vivo dans le tissu approph^. Dans ce second cas, 
difiiirentes techniques existent, panni lesqueUes des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et aL, J.Virol, I 
(1967) 891X d*ADN et de proteines nucl^res (Kaneda et al.. Science 243 (1989) 

15 375), d*ADN et de lipides (Feigner ^ al., PNAS 84 (1987) 7413), Femplot de 
liposomes (Fraley et al, /.BtoLChem. 255 (1980) 1043 IX etc. Phis recemment, 
^ femploi de virus comme vecteurs pour le transfisrt de gines est appani comme une 
ahemative prometteuse k ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 
di£firents vims ont ete testes pour leur capactte i infecter certaines populations 

20 cellulaires. En particuUer, les r6trovirus (RSV. HMS, MMS, etc), le vims HSV, les 
vims adteo-assodes, et les adenovirus. 

Panni ces vims, les adtoovims pr^sentent certaines propri^es int&^santes 
poiu* une utilisation en therapie genique. Notamment, iis ont un spectre d'hote assez 
large, sont capables dlnftcter des celhiles quiescentes, et Us ne slntigrent pas au 

25 gteome de la celhile infect<e. Pour ces raisons, les adenovirus ont d^i ixi utilises 
pour le transfiert de gtees in vivo. A cet ^bt, difEirents vecteurs derives des 
adenovirus om iU prepares, incorpocant difffirents genes (D-gal, OTC, a-lAT, 
cytoUaai^ etc). Tous les vecteurs derives des adenovirus decrits dans I'art anterieur en 
vut dham utiEaatkm eo therapie genique chez rhomme ont jusqu'i present ete prepares 

30 i paitir dMeoovinis d'origine humaine. Ceux-d send^Iaiem en eAet les plus appropries 
pour une telle utiUsatioiL Pour Unuter les risques de multiplication et la formation de 
particules infectieuses in vivo, les adenovirus utilises sont generalement modifies de 
maniire 4 les rendre tncapables de replication dans la ceUule infectee. Ainsi, les 
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constnictions dtoites dans Tart anttoeur sont des adenovirus deletes des regions £1 
(Ela et/ou Elb) ec ^entuellement £3 au niveau desquelles sont insert des 
sequences d*mter€t (Levrero et al.« Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et ai.. 
Gene 50 (1986) 161). Cepcndant, en plus de cette ^tape n^cessaire de modification, les 
3 vecteurs dechts dans Part anterieur conservent d'autres inconvenients qui limitent leur 
expiohation en th^rapie genique, et notamment des risques de recombinaison avec des 
addiovirus sauvages. La pr^sente invention apporte une solution avantageuse i ce 
problime. 

La preseme invention reside en effet dans I'utiiisation d'adenovirus 
10 recombinants d'ori^e animale pour une th^rapie g^que chez lliomme. La presente 
invention resutte de la mise en evidence que les adenovirus d'origine animale sont 
capables dlnfecter avec une grande efBcadt^ tes cellules humaines. L*invention repose 
^galement niFla^mise^ Mdmce que adenovirus d*origine animale soru incapables 
de se propager dans les cellules humaines dans tesquelles ils ont M test^. Llnvention 
15 repose enfin sur la decouverte surprenante que les adenovirus d*origine animale ne sont 
nuOement trans-compl6ment6s par des adenovirus d*origtne Inunaine, ce qui elimine 
tout risque de recomUnaison et de propagation in vivo, en presence d*un adfoovirus 
yhumatn, pouvant conduire i la formation d*une pardcule infectieuse. Les vecteurs de 
rmvention sont done particuiiirement avantageux puisque les risques inherents a 
20 l\itilisation de virus comme vecteurs en therapie genique tels que la pathogenicity, la 
transmission, la replication, la recorobinaison, etc sont fortement reduits voire 
supprimes. 

La^ presente invention foumit ainsi des vecteurs viraux particulidrement 
adapts iu traaaftit'^t/bu 4 TCBtpreaioB chttr rhocAine de s^uenoeS-d'ADN disirbesi 
25 Un preoHcr objet de la prtente invention concenw done rutilisation d*un 

adenovirus recombinant origine animale comenam urie s^eoc e d*ADN h^brologue, 
pour la p r^ par attoa foxMt composition pharmaceutique destine tu traitement 
th^rapcutique ct/ou chsurgjcal du corps humain. 

Lit adteovifus d*origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
30 invcfltioft pcuvcat tee d*origine diverses, A Texclusion des ad^virus humaiiu. Les 
adfeov im s soot ceux natureOement infectieux chez llionune, geniralement 

ddsignis par le terme HAd ou Ad. 

En particuiier, les adteoviius d*origine animale utilisables dans le cadre de la 
presente invention peuvent tee d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, 
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Beard ec aI., Virol gy 75 (1990) 81), ovine» porcine, aviaire u encore sLmiisnne 
(exemple : SAV). 

Phis particuli^ement, pannt les adenovirus aviaires» on peut citer les 
serotypes I a 10 accessibles k I'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC 
5 VR-432). Pontes (ATCC VR-280X P7-A (ATCC VR.827), IBH-2A (ATCC VR- 
828), J2-A (ATCC VR-829), TS-A (ATCC VR-830). K-ll (ATCC VR-921) ou 
encore les souches rtfifrenc^ ATCC VR-831 k 83S. Panni les adtoovirus bovins, on 
peut utiliser les differents s^types connus, et notamment ceux disponibles k I'ATCC 
(types 1 k 8) sous les r«SrencesATCC VR.313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
10 ^alement cher les ad&ovirus omrms FL (ATCC VR-5S0) et E20308 (ATCC VR- 
528) I'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR.1343). ou type 6 (ATCC VR.1340); 
rad6novir\is porcin 5359), ou les ad6novir\is suniens tels que notamment les 
adteovirus rtferenc^ k 1*ATCC sous les mimeros VR.591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

15 De prtfifirence, on utilise dans le cadre de llnvention des adtaovirus d'ohgine 

canine, et notamment toutes les souches des ad^virus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont &it Tobrjet de 
nombreuses etudes soucturales. Ainsi» des cartes de restriction completes des 
^adenovirus CAVl et CAVl, ont M dtoites dans Tart ant^rieur (Spibey ec al., J. Gen. 

20 Virol. 70 (1989) 165), et les gtees Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont M clones 
et sequences (voir notamment Spibey et aL« Vinis Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119. WO 91/11525). Par aiUeurs, les adte>virus canins oot dej4 ete 
utilises pour la preparation de vaccins destinfa k tmmuniser les chiens contre la rage, 
les parvovirus, etc (WO 91/1 1525). Cependant, jusqu'i present, la possibility dHitiliser 

IS ces adenovinis pour une th^rapie g^que chez llmnme n^ jamais ^€ sugg^ree dans 
Tart antdrieur. De phia, les intMts d\me tdle utilisation n'avaient jamais M mesur^. 

Les adteovirus utifiste dans le cadre de Rnvention doivent de prefirence dtre 
ddfectift. c^esi-4-dire iacapables de se propager de &^n autonome dans Forganisme 
dans leqad Ss aooc adrntnistris. Comme indiqu^ phas haut, la demanderesse a montre 

30 que kg aMnovirus d'origine animale sont capables dlnfecter les cellules humaines, 
mas pA 3« ^ propogier. En ce sens, its sont done naturellement defectifs chez 
tlMMnaie el» contrairement k hitilisation d'ad^novirus bumains, na n^cessitent pas de 
modification gtettque k cet igard. Toutefois. le canctere ddfectif de ces adenovirus 
peut itre ampfifii par des modificatims gteMques du gteome, et notamment par 

35 modification des sequences necessaires k la refriication dudit virus dans les ceUules. 
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Ces r^OQS pcuvem toe sott ^iminees (en tout ou en partieX sort rendues noo* 
fonctionneOes, soit modifiees par insenion d'autres sequences et notaxnment de la 
sequence d'ADN heterologue. 

Sdon Torigine de Tadinovirus, les s^ences n^ssaires i la r^licatioa 
5 peuvent varier qudque pea .Nteunoins. eiles sont gted^emem localisees pr^ des 
extr&nitda du g6iome. Ainsi, dans le cas de CAV-2, la region Ela a identifite, 
cionie et s^uencte (Spibey et aL, Virus Res. 14 (1989) 241). Celle-d est situte sur le 
firagmort de 2 kb & rcxtremh£ gauche du g^me de Taddnovinis. 

Par aiileurs, d'autres modifications genttques peuvent toe effectuees sur ces 
10 adenovirus, notanunent pour 6viter la production de protdnes virales ind^sirabies chez 
rhomme; pour pennettre rinsertion de sequences d*ADN h^erologue de taiUe 
importante, et/ou pour inserer des regions determinees du gteonie d*un autre 
ad enovirus animal ou humain_(exemple :_gene E3). 

Au sens dc la presente invention, le terme "sequence d'ADN heterologue" 
15 designe toute sequence d'ADN introduite dans le virus, dent le tranafert ec/ou 
Texpression chez lliorome est recherche. 

En particuUer, la sequence d'ADN heterologue peut comporter un ou 
plusieurs gtees therapeutiqu^ et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides 
antigeniques. 

20 Dans un mode particuiier de tnise en oeuvre, Hnvention conceme done plus 

particulierement Putifisation d'adenovirus d'origine animale pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinees au transfert de gdnes therapeutiques chez 
rhomme. Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi- toe transferes sont tout gene 
done la transcriptioa et eventueOement la traduction dans la cdlule cible generent des 

25 produits ayant ua effct therapeutique. 

n peut iTagir en particuiier de genes codant pour des produits proteiques 
ayant ua efiet therapeutique. Le produh proteique ainsi code peut toe une proteine, 
un pcptida^ un acide anatoe, etc. Ce produit proteique peut toe homologue vis-i-vis de 
la caBule abb (G^est-4-dre un produit qui est normalement exprime dans la ceUule 

30 dbte loraque oeBe-d ne presente aucune pathologic). Dans ce cas, req>ression dune 
(mtfine pennet par exemple de pallier une expression insu£Ssante dans la cellule ou 
rexpresston d*UDe proteine inactive ou faiblement active en raison d*une modification, 
ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gine therapeutique peut aussi coder pour 
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un mutant d\ine proteine cdlulaire, ayant une stability accrue, une activite modifiee, 
etc. L« produh protdique peut ^galement toe h^^ologue vis-a«vis de la cellule dble. 
Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
activity deficiente dans la cellule hii pennettant de hitter contre une pathologie. 

5 Panni les produits therapeutiques au sens de la pr^sente invention, on peut 

dter plus particuliimnent les enzymes, les d6riv6s sanguins, les hormones, les 
lyxnpholdnes : tnterieukines» interfi&rons» etc (FR 9203 120), ies &cteurs de croissance, 
les neurotransmetteurs ou leurs pr^curseurs ou enzymes de symbese, les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF. IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; ies 

10 apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophine ou une 
minidystrophine (FR 9111947), les gtees suppresseun de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des &cteurs impiiqu^ dans la 
coagulation : Facteurs vn, VIII, DC, etc. 

Le gene thtepeutique peut egalement toe un gtoe ou une sequence antisens, 
15 dont Texpression dans la cellule ciUe permet de contrdler fexpression de genes ou la 
transcription d*ARNm ceQulaires. De telles sequences peuvent par exemple toe 
transcrites, dans la cellule able, en ARN compltoemaires d*ARNm ceilulaires et 
^ bloquer ainsi leur traduction en protone, sdon la technique d^rite dans le brevet EP 
140 308. 

20 Comme indique plus haut, la sequence d*ADN heterologue peut ^alement 

comporter un ou plusieurs gtees codant pour un peptide antig^que, capable de 
g^nerer chez lliomme une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, I'invention permet done la reaCsstion de vacdns pennettant d'immuniser 
lliomme, notanunent contre des microorganismes ou des virus. 0 peut s'agir 

25 notamment de pqitides antigMques spteifiques du vims d'epstein barr. du virus de 
llidpatite B (EP 185 573X du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 

GteMement, la sequence d'ADN h^ttelogue comprend egalement des 
s^qucaocff pfirmftty*ft Fexpression du ghne thirapeutique et/ou du gtoe codant pour le 
30 peiitide ant^Mque dans la ceUule tnfectee. H peut s'agjr des sequences qui sont 
natnirHif"^ responsaUes de I'expression du gtee consid^^ lorsque ces s^ences 
sont suscepcibles de fonctionner dans la ceUule in&ctee. D peut egalement s'agir de 
s^uences d'origine difHrente (responsables de Fexpression d*autres prot^tnes, ou 
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muffle synthMques). Notamment, il peut s'agir de sequences promothces de genes 
eucary tes ou vir&ux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infiBCter. De merne* il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d*un vims, y compris Fadenovims utilise. A cet ^gard, 
$ on peut dter par exemple les promoteun des genes El A, NfLP, CMV, RSV, etc. En 
outre, ces sequences d'expresaion peuvent tee modifite par addition de s^ences 
d'actfvation, de regulation, etc. Par aiUeurs, lorsque le gixxe inaM ne comporte pas de 
sequences d*expression, il peut tee inairi dans le genome du virus difecdf en aval 
d*une telle sequence. 

10 Par ailleurs, la sequence d'ADN h^^ologue peut egaJement comporter, en 

pardculier en amont du gine therapeuttque, uoe sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synth^tis^ dans les votes de stolon de la cdlule able. Cette sequence 
signal peut tee la sequenc e si gnal naturelle du produtt therapeutiq ue, mais jl peut 
egalement s'agir de toute autre sequence signal fbnctionnelle, ou d'une sequence signal 

15 artificielle. 

Les adenovirus dtfectift selon Hnvention peuvent to^ pr€parH par toute 
technique connue de lliomme du mtter. En particuiier, ils peuvent toe pr^ar^ selon 
Je protocole dteit dans la demande WO 91/11525. La technique dassique de 
preparation repose sur la recombinaison homotogue entre un adenovirus animal et un 

20 plasmide portant entre autre la sequence d'ADN h^terologue que Ton desire insurer. La 
recombinaison homolcgue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lign^e celhilaire appropriie. La lignee ceQuIaire utilisie doit de 
preference im transformable par lesdits denMnts. et, dans la cas o«^ Ton utilise un 
adenovirus d'origjne animale modifie, la lignee cdhilatre peut si necessaire comporter 

25 des sequences capables de complementer la partie du genome de Tadenovirus defectiC 
de preference sous fisnne integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d*exemple de lignee, on peut mentionner la lignie de cellules renales de tevrier GHK 
(Flow laboratories) ou la k lignee ceDulaire MDCK. Les conditions de culture des 
ceUuks et de preparatioo des virus ou de r ADN viral ont egalement ete decrites daru 

30 la licterature (voir notamment Macatney et aL, Science 44 (1988) 9; FowUces et aL, J. 
MoLBioLi32 (1979) 163). 

Ensuite, les vectcurs qui se sont multiplies sont recuperes et purifies sdon les 
techniques classiques de biologie moieculaire. 
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Uo autre objet de la prdseme invemioii reside dans un adtoovirus 
recombtnant d'origine aniniaie contenant uxie s^uence d*ADN heterologue 
comprenam au moins un gtoe tbteipeutique td que d^fini d-avant. 

Llnvention a egalement pour objet toute composition phannaceutique 
s contenant un adteovinis recombinant d'origine animale tel que defini d-dessus. Les 
composidons pharxnaceutiques de llnvention peuvcnt tee fonnulte ea vue d*une 
administration par vote topique, orale, parent^rale» intranasale, intraveineuse, 
intramusculaire. sous-cutanee, intraoculaire^ etc. 

Prtfdrentiellement» la composition pharmaceutique condent des vdiicules 
10 pharmaceudquement acceptables pour une formulation injectable, n peut s'agir en 
particuiier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlonire de 
sodium, potassium, caidum ou magnesium, etc, ou des mdanges de tels sds), stMes, 
isotoniques, ou de compositions s^hes, notammeat lyophilis^es, qui, par addition 
seion le cas d*eau sterilise ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
15 sohites tnjectables. 

Les doses de virus utilise pom rinjection peuvent toe adapt^es en foncdon 
^de difiSrents parametres, et notamment en foncdon du mode d*administradon utilise 
de ia pathotogie concern^, du gtoe 4 exprimer, ou encore de la dur6e du traitement 
redierchee. D'une manite gte^rale, les adteovirus recombinants selon Rnvendon sont 

20 formula et administres sous forme de doses comprises entre 10^ et 10^^ pfii/ml, et de 
preference 10^ i 10^^ pfii/mL Le terme pfii ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infecticux d\ine solution de virus, et est d^tennin^ par infecdon d'une culture 
celhtbsre appropriee, et mesure, generaiement aprte S jours, du notnbre de plages de 
celhiles inftcttes. Les techniques de determination du titre pfti d\me solution virale 

25 sont bten documenttes dans la littteture. 

Selott la sequence d*ADN h^^rcrfogue tnsMe, les adteovirus de flnvendon 
peuvent Ittv utiEsts pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
iackMH he maladtft gte^dques (dystropUe, fibrosa cystique, etc). les maladies 
miBiidfgiiU'rilii f ■ (aLdiesmer, parldnson, ALS, etc), les cancers, les pathdogies Mits 
30 aux d tordrts de la coaguladon ou aux dysfipoprot&iemies, les patholopes liees aux 
infections virales (h<P«tttea, SID A, etc), etc. 
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La pr^sente invention sera phis complitement decrite a Taide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme iUustradfi et non limitati&. 

I^#nde del figurM 

Figure I : Carte de restriction de rad^novirus CAV2 souche Manhattan (d'apres 
5 Spibey et al pr^t^). 

Figure 2 : Carte des plasmides pt, p2 (figure 2a) et p3 (figure 2b). 

Hgure 3 : Strategie de construction d*un ad^virus canin recombinant contenant une 

sequence d*ADN heteroiogue. 

TeehninuM g^n^rnlg< dg hinloglg mol^ulairg 

10 Les metho des classiqueme nt utiiisto «i biolo gie moleculaire telles _que les 

extractions preparatives d*ADN plasmidique, la centrifugation d*ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, rdectrophorte sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fi^gments d*ADN par eiectroehition, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol«chlorofonne; la precipitation d*ADN en milieu salin par de 

15 I'ethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli« etc ... sont bien 
^connues de lliomme de metier et sont abondament dtoites dans la littdrature [Maniatis 
T. et al., ''Molecular Cloning, a Laboratory Manual*. Qold Spring Harbor Laboratory. 
Cold Spring Harbor. N.Y., 1982; Ausubel F.M. ec aL (eds), ''Current Protocols in 
Molecular Biology". John Wiley ft Sons. New York, 1987). 

20 Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie Ml 3 sont 

d'origine conunerdale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fivgmenta d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par dectropbor^ en geb d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
mdange phenol/chlorofbrme, pridpit^ 4 T^thanol puis incub^ en presence de TADN 

25 ligase du phage T4 (BMabs) sdon les recommandaiions du foumisseur. 

Le rempiissage des extrtaiit^ 5* proteinentes peut toe effectue par le 
firagiiMBt de Klenow de FADN Polyinerase I d*E. coG (Biolabs) sdon les specifications 
du rniiiMiiwni La destruction des extrtaitfa 3* proeminentes est effectuee en presence 
de FADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 

30 f^Vi^flin La destruction des extrtoit^ 5* protaiinentes est effectu^e par un traitement 
menage par la nuclease S I . 
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La mutagen^ dirigee in vitro par oligodtoxynudeotides synth^ques peut 
eue effectuee seloa la methode d^veloppte par Taylor ec al. [Nudeic Adds Res. il 
(1985) 8749-8764] en utilisant le lot distribu6 par Amersham. 

L'ampiification enzymadque de fragments d'ADN par la tedinique dite de PCR 
5 CEotym^^-catalyzed Chain &eaction, Saiki KK. et aL. Sdence 220, (1985) 1350- 
1354; Mollis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 15i (1987) 335-350] petit fitrc 
efTectuee en utilisant un **DNA thermal cyder* (Peridn Elmer Cetus) sdon les 
sp^dfications du fkbricant. 

La verification des sequences nudtetidiques pent etre effectuee par la methode 
10 dcveloppee par Sanger et al. [Proc. Nitl. Acad. ScL USA, 24 (1977) 5463.5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

E^cmplca 

£1. Infection de cellules hamaines par des adfoovirus d'origine canine. 

Cet exemple demontre la capadti des adenovirus d*origuie animale (canine) 
dinfecter des cellules humaines. 

El.l. Ugnte ceUttlaires utilisto 

Dans cct exemple, les lignees ceUulaires suivantes om M utilisto : 

- Lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. ViroL 36 
(1977) 59). Cette Ugnte contient notamment, intcgree dans son genome, la partie 
gauche du gteome de fadteovirus humain Ad5 (12 %). 

- Lignee de cdhilea humaines KB : Issue dSan cardnome epidermique humain, 
ccttc Ugn^ est accessible k TATCC (ret CCL17) ainst que les conditions permettant 
sacuhurei 

• Uglkie de oeQules humaines Hda : Issue d\m cardnome de rdptthelium 
humaiB, C0tt0 Hpite est accessibVe i FATCC (re£ CCL2) ainsi que les conditions 
pennectaflt sa culture. 

- Ugnte de ceOules canines MDCK : Les conditions de culture des ccUules 
MDCK ont Hi dteites notamment par Macatney et al., Sdence 44 (1988) 9. 

35 CI^ Infection 



25 



30 
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Les ceUuJes des lignees celulaires memionnees ct-dessus ont ete infectto par 
le virus CAV2 (souche Manhattan). Pour ccla, les cellules (environ 10^ / bohe) ont €t£ 
incubees pendant I heure a ST'C en presence de 10 pfu / cellule de vims. Ensuhe, 5 ml 
s de milteu de culture ont M ajout^ et la culture est poursuivie k 3T*C pendant 48 
heures environ. A cet instant, I'ADN present sous fonne ^isomique dans les cellules 
infectees a eti analyse : Les r^suhats obtenus nwntrent que toutes ces tign^ 
cellulaires presentent de I'ADN de CAV2 dans leurs noyaux, ce qui dteontre leur 
infectabilit^ par les adteovinis canins. 

10 

£2. Absence de propagation des adtoovtrus d'origine canine dans les cellules 
humaines. 

Cet exemple demontre que les ad^ovinis canins, bien que capables d'infecter 
15 les cellules humaines, ne se propagent pas dans celles-cL 

Apres infection des cellules selon rexen^)le 1, la quantity d'ADN de CAV2 a 
. et6 dos^ au cours du temps sdon le protocole suivant : L*ADN episomique present 
dans les cellules a ete recupere seion la technique d6artt par Hirt et al. (I. VtroL 45 
tl983) 91X et la quantity d*ADN a M dos^ par comparaison avec une gamme etalon. 
20 • Les r^sultau obtenus montrent que la quantite d'ADN viral ntaugmente pas dans les 
cellules KB et 293, demontrant une absence totale de replication de CAV2 dans ces 
celhiles. Dans les cellules MDCK et HeU, une 16gire augmentation de la quantite 
d'ADN viral de CAV2 est observe. Cepcndant, le dosage de la fonnation de 
particules virales montre qu'aucune propagation de CAV2 ne se produit dans les 
25 cellules humaines 293, KB et Hela, mats uniquement dans la lignee canine MDCK. La 
propagation a €tit mesurte par r^cotte des ceOules infect^ libtetion des eventuels 
vims par congdatioo/d^congdation. et infection des celhiles MDCK avec le 
wmagranf ainsi obtcou, dans les conditions dteites precedemment Apr^ 48 heures 
de culture, Fabsence d'ADN viral dans les cellules MDCK ainst infectees dteontre 
30 qu'aucune propagation virale a eu lieu dans les cellules humaines. 

Ces rteihats montrent clairement que les ad^vims canins sont incapables 
de se pro pager dans les cellules humaines. 

E3. MIse en Evidence de Tabsence de trans-coroplimentation des adenovirus 
35 canins par les adinoviras humains. 
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Cet exemple nwntre que t'absence de propagation des adenovims canins dans 
les cellules huniaines n'est pas trans-complemenree par la presence d'adenovirus 
humains. 

5 

Les cellules des lignte humaises 293, KB et Hela, et de la lignee canine 
MDCR ont et^ co-infectte par Tad^vinis CAV2 et radenovirus huxnain Ad5. La 
presence d*ADN viral (canin ec humain) dans les cellules a ete mise en evidence comme 
dans rexemple El, et la quantity d*ADN a iti dosee au coxirs du temps ainsi que la 

10 propagation. Les resuhats obtenus indiquent que la quantity d*ADN de CAV2 
n'augmente pas dans le temps dans les cellules KB et 293, ce qui demontre que la 
presence de radenovirus humain Ad5 n'tnduit pas, par trans-compldmentation, la 
replication de CAV2 dans ces celluies. L'absence d'ADN viral dans les cellules MDCK 
infectees par les eventuds virus tssus des cellules KB, 293 et Hela demontre de la 

15 m&ne &^n qu'aucune propagation de I'adteovirus CAV2 dans les lignees cdlulaires 
humaines ne s'est produite. mteie en pr^ence d'adenovirus hiunain. 

E4. Construction d*une banque d*ADN genomique de CAV3. 

20 Une banque de plasmides a eti constituee k partir de fragments de restriction 

du genome de radenovirus CAV2. Cette banque a ^e obtenue par digestion de CAV2 
par les enzymes Smal et PstI et donage des fragments Smal : A, B, C, D, £, F, I, et J 
et Psd : A, B, C, £, F, G, H (figure 1) dans le vecteur pGem3Zf^ (Promega). Le 
plasmide portant le fragment Smal C a ensuite M cotransfecte dans les cellules 

25 NIDCK avec le plasmide pUC4KIXX (Pharmacia) portant le gene de resistance i la 
neomycine» pour 6tablir une lignte MDCK exprimam constitutivement les gtoes £1 A 
et ElB de CAV2* Cette fignte pcrmet la construction de virus recombinants ddl6t6s 
pour ces r6poos (Cf E5^.)- 

50 ES» Cnstrsctloa d*a<Knovinis recombinants canins portant le gtoe de 
riBtCffta|dM-2 sotu cootrftle da promoteur MLP d' Ad2. 



35 



Deux strat^es de construction d'adtoovirus recombinants canins portant le 
gene de rtnterieukine-2 sous contrdle du promoteur NfLP d*Ad2 humain ont ete 
^laborto. 
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E5.1. La premiere consiste en rinserti n de la sequence d*ADN h^terol gue 
desiree (promoteur MLP - de I'interleukme*!) entre ia region £4 et ITTR droite 
du genome entier de CAV2, au niveau du site de restriction Smal. La construction 
d*un tei recombinant est effectu^ soit par ligation, soit par recombinaison in vivo enxre 
un plasmide portant la sequence d'ADN hit^'ologue ddsiree et le genome de CAV2. 
Les plasmides utilises pour I'obtention des ad^Mvirus recombinants portant le gene de 
i'interieukine*2 sous contrdle du promoteur MLP sont construits de la maniere 
suivante (figure 2): 

- un premier plasmide, designe pi est obtenu par donage du fragment Sail B 
de CAV2 (figue 1) contenant notamment ITTR droite, un site Smal et le gene £4, dans 
le plasmide pGem3Zf^ (Promega), le site Smal est unique sur pi; 

- la sequence d'ADN heterologue (promoteur MLP - gene de rinterieukine-2) 
est.mtroduite.au niveau du-site Smal-dy^plasn^de-pl pou^^ 

• le fragment Pstl-SaH conienu dans le fragment PstI D de la banque 
gdnomique et portant une partie du gtoe £3 est ensuite don^ au site correspondant 
dans p2 pour generer le plasmide p3 (figure 2). 

Les plasnides ainsi obtenus sont utilise pour preparer les adenovirus 
recombinants, sdon les deux protocoles suivams (voir figure 3) : 
20 a) Ligation in vitro du plasmide p2 digM par Sail au firagment Sail A de 

CAV2, et transfection du produit de ligation dans les cdlules MDCK (figure 3a), 

b) Recombinaison entre le plasmide p3 et le fragment Sail A de CAV2, apres 
cotransfection dans les cellules MDCK (figure 3b). Les adenovirtis recombinants 
obtenus sont ensuite isol^ et amplifi^ sdon les techniques connues de lliomme du 
23 metier. i 

Ces manipulations pennettent la construction d*adenovirus recombirumts 
canins portant le gtee de l'interleukine-2, utilisables pour le transfert de ce gene 
therapeutique chez rhomrxie (figure 3). 

30 ES.2. L« seconde scrat^e elaborte repose sur l\jtilisation de la lignte 

ccBulan MDCK exprimam constitutivement les genes ElA et ElB de CAV2 (Cf 
exanple E4X Cctte lignte permet en effet de trans-compltoenter des adenovirus 
canins d&tti$ de ces regions, et ainsi, la construction de virus recombinants dans 
lesquels la s^ence d*ADN Mt^logue est substitute a la region El. Pour cda, un 

35 plasmide comportant I'extrtait^ gauche (s^ence ITR et s^ence d'encapsidation) 
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du g enome de CAV2 et la sequence d'ADN hecerologue est construit. Ce plasmide est 
cotransfect^ dans les cellules MDCK decntes d-dessus, en presence du gtoome d*un 
adenovirus CAV2, dmt6 de sa propre extrtoh^ gauche. Les adteovinu canins 
recombinants produits sont recuper^s, eventuellement amplifi^ ec conserve en vue 
5 de leur utilisation chez l*homme. 
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REVENDICATIONS 

I. Utilisation d\m adenovirus recombinant d*ori^ne animale comenant une 
s^ence d'ADN h^^ologue pour la pr6f>aratioa d*une composition pharmaceutique 
destinfe au UBitement therapeutique et/ou chinirgical du corps huroain. 

5 2. Utilisation selon la revendication I pour la pr^aration d*une composition 

pharmaceutique destinee au transfm de genes therapeutiques chez l*homme. 

3. Utilisation selon la revendication 1 pour la pr^aration d*un vacdn. 

4. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que le gene 
therapeutique est un gtne codant pour un produit prottique therapeutique. 

10 5. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que le gene 

therapeutique est un gtoe ou une sequence antisens. 

6. Utilisation selon Tune des revendicadons 1 a 5 caracterisee en ce que 
radinovinis est choisi parmi les adenovirus canin, bovin, murin, ovin, porcin^ aviaire et 
^simiea 

15 7. Utilisation selon la revendication 6 caract^hs^ en ce que I'addnovirus est 

un adenovirus canin, de preference choisi parmi les souches de Tadenovirus CAV-2. 

8. Utilisaoion selon rune des revendicationa 1 i 7 caracterisee en ce que le 
genome de I'adenovirus est depourvu des sequences necessaires i la repiicatioa 

9. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que le genome de 
20 Tadenovirus est depourvu des regions El A et ElB. 

10. Adenovirus recombinant d'ori^ne antmale contenant au moins un gene 
therapeutique insere. 

II. Aieoovinis sdon la revendication 10 caracterise en ce que le gene 
therapeutique est dt£m comme dans les revendications 4 et 5. 

25 12. Adeoovirtis sdon la revendication 10 caracterise en ce qull comprend 

egalement des sequences promotrices permettant Texpression du ou des genes 
therapeutiques inseres. 
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13. Adenovirus seion les revendicacioos 10 a 12 caracterise en ce qu'il 
comprend egalement des sequences signal pennettant d*induire une secrMon du 
produit d'expresaon du gdne therapeutique. 

14. Adenovirus sdon les revendicadons 10 i 13 caract^ris^ en ce que 
5 I'adtoovinis est cboisi panni les adenovirus canin, bovin, murin, ovin, pordn, aviaire et 

simien. 

15. Adenovirus selon la revendication 14 caracterisee en ce que Tadenovirus 
est un adenovirus canin, de preference choisi parmi les souches de Tadenovirus CAV- 
2. 

10 16. Adenovirus sdon l*une des revendicadons 10 a 15 caracterise en ce que 

son genome est depourvu au mo ins des sequences necessaires i la replication. 

17. Adenovirus selon la revendication 16 caracterise en ce quil comprend des 
re^ons d'un autre adenovirtis animal ou humain. 

18. Composition phannaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
15 ^ sdon l*une des revendications 10 i 17. 
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